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^ (57) Abstract: The invention relates to methods and devices for separating particles (20, 21, 22) in a compartment (30) of a fluidic 
^ microsystem (100). According to the invention, a liquid (10) in which particles (20, 21, 22) are suspended is displaced in a prc- 
detemiined flow direction through the compartment (30), and a deviating potential is generated, causing at least part of the particles 
2 (20, 21, 22) to be displaced in a deviated direction in relation to the liquid. Furthermore, at least one focussing potential is generated, 
M such that, under the effect of high-frequency electrical fields, at least part of the particles is displaced by dielectrophoresis, in the 
fK| opposite direction to the deviated direction in relation to the liquid. Particles with different electric, magnetic or geometric properties 
OO are guided in different flow regions in the liquid. 



^ (57) Zusammenfassung: Es weiden Verfahren und Vorrichtungen zur Trennung von Partikeln (20, 21, 22) in einem Kompartiment 
S (30) eines fluidischen Mikrosystems (100) beschrieben, bei denen die Bewegung einer Flussigkeit (10), in der Partikel (20. 21, 22) 
S suspendiert sind, mit einer vorbestinunten StiGmungsrichtung durch das Kompartiment (30), und die Erzeugung eines ablenkenden 

Potentials, in dem mindestens ein Teil der Partikel (20, 21 , 22) relativ zur FlUssigkeit in eine Ablenkrichtung bewegt wird, vorgesehen 

sind. wobei femer mindestens ein 
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fokussierendes Potential eizeugt wird, so dass unter der Wirkung von hochfrequenten elektrischen Feldem mindestens ein Teil der 
Parti kel relativ zur Flussigkeit durch Dielektrophorese entgegengesetzt zur Ablenkrichtung bewegt wird, und eine Lenkung von 
Partikeln mit verschiedenen elektrischen, magnetischen oder geometrischen Eigenschaften in verschiedene StrSmungsbereiche in 
der FlUssigkeit erfolgt. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Trennung von Partikeln in 
einer FltLsslgkeitsstromung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Trennung von 
Partikeln in einem fluidischen Mikrosystem, insbesondere unter 
der Wirkung von Elektrophorese, und fluidische Mikrosysteme, 
die zur Durchftihrung derartiger Verfahren eingerichtet sind. 

In der biomedizinischen und cheinisch-analytischen Technik ge- 
winnen die Trennung von Mikroobjekten, wie z. B. Partikeln na- 
tarlichen oder synthetischen Ursprungs oder MolekUlen in flui- 
dischen Mikrosystemen unter der Wirkung elektrisch oder magne- 
tisch induzierter Krafte zunehmend an Bedeutung. Zwei herkttmm- 
liche Trennprinzipien, die sich grundsatzlich nach der Art der 
elektrischen Trennkrfifte unterscheiden, sind schematisch in den 
Figuren lOA^ B illustriert. 

Figur lOA zeigt schematisch die Trennung mittels negativer Die- 
lektrophorese (siehe z. B. DE 198 59 459). In einem fluidischen 
Mikrosystem 100' stromen Partikel mit verschiedenen dielektri- 
schen Eigenschaf ten durch einen ersten Kanal 30". Mit einer 
Elektrodenanordnung 40' wird durch Beauf schlagung mit hochfre- 
quenten elektrischen Feldern eine sich quer liber den Kanal 30' 
erstreckende Feldbarriere erzeugt, die je nach den dielektri- 
schen Eigenschaf ten der Partikel durchiassig oder in Zusammen- 
wirkung mit den StrSmungskraften seitlich ablenkend wirkt. Par- 
tikel 22' mit einer im Vergleich zum Medium niedrigen Die- 
lektrizitatskonstante (bzw. Leitf ahigkeit ) werden in einen be- 
nachbarten Kanal SOA' abgelenkt, wahrend Partikel 21' mit einer 
hOheren Dielektrizitatskonstante (bzw. Leitf ahigkeit) im Kanal 
30' weiterstrdmen. Da die Dielektrophorese von der PartikelgrO- 
Be abhangt (siehe T. Schnelle et al. in "Naturwissenschaften" 
Bd. 83, 1996, S. 172-176), kann sogar bei gleichen dielektri- 
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schen Eigenschaften eine Trennung der Partikel nach der GrOBe 
erfolgen. Die herkSmmliche dielektrophoretische Partikeltren- 
nung kann Nachteile in Bezug auf die ZuverlSssigkeit der Tren- 
nung, insbesondere bei Partikeln mit ahnlichen Dielektrizi- 
tatskonstanten und die Komplexitat des Kanalaufbaus besitzen. 
Die Zuveriassigkeit der Trennung kann insbesondere bei der 
Trennung biologischer Zellen gleichen Typs in verschiedene Sub- 
typen (z. B. Makrophagen, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten) be- 
schrankt sein. 

Ein weiteres, bei der herkSmmlichen dielektrophoretischen Par- 
tikeltrennung nur beschrSnkt gelSstes Problem kann durch das 
Auftreten von unerwtinschten Zellbestandteilen in biologischen 
Suspensionsproben gegeben sein. Zellbestandteile kSnnen haufig 
allein durch ihre dielektrophoretischen Eigenschaften nicht von 
kompletten Zellen unterschieden werden. Des Weiteren kSnnen sie 
in Mikrosystemen zu unerwtinschten Ansammlungen an Kanalveren- 
gungen und zu Verstopf ungen bis hin zum Systemausf all fahren. 
SchlieBlich kOnnen sich unerwiinschte Zellbestandteile auch st5- 
rend auf Messungen an Zellen, wie zum Beispiel auf eine patch- 
clamp-Messung auswirken. Es besteht daher ein Interesse an ei- 
nem verbesserten Verfahren zur Reinigung von Suspensionsproben, 
das eine hShere Zuveriassigkeit als die dielektrophoretische 
Partikeltrennung besitzt. 

Figur lOB illustriert eine elektrophoretische Trennung von Par- 
tikeln, z. B. Molektilen in einem mikrostrukturierten Kanal 
(siehe T. Pfohl et al. in "Physik Journal", Bd. 2, 2003, Seite 
35-40) . An den Enden des abwechselnd mit breiten und schmalen 
Abschnitten gebildeten Kanals 30' sind Elektroden 41', 42' an- 
geordnet, die bei Beauf schlagung mit einer Gleichspannung im 
Kanal 30' ein Elektrophoresefeld bilden. Die Driftgeschwindig- 
keit der Molektile im Elektrophoresefeld hangt von deren Moleku- 
largewicht und Ladung ab. In den breiteren Abschnitten des Ka- 
nals 30' ist die Drif tgeschwindigkeit der grdfieren MolekUle ge- 
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ringer, so dass im Lauf der Trennung zunSchst die kleinen Mole- 
ktlle und spater die grolien MolekUle am Ende der Trennstrecke 
ankommen. Die elektrophoretische Trennung in fluidischen Mikro- 
systemen besitzt zwar den Vorteil, dass auf die Verwendung ei- 
nes Trenngels wie bei der makroskopischen Elektrophorese ver- 
zichtet werden kann. Das in Figur lOB gezeigte Prinzip besitzt 
jedoch den Nachteil, dass ftir jede Trennaufgabe und insbesonde- 
re jede Partikelart ein gesondertes Mikrosystem mit angepassten 
geometrischen Parametern bereitgestellt werden muss. Nachteilig 
ist auch, dass die Trennung in der ruhenden Flussigkeit er- 
folgt, weil dies mit einem hohen Zeitaufwand und zusatzlichen 
MaBnahmen zur Anpassung an Durchf lusssysteme verbunden ist. 

Die oben genannten Trennprinzipien werden auch in WO 98/10267 
erwahnt. Im Kanal eines fluidischen Mikrosystems werden gelade- 
ne Partikel z. B. elektrophoretisch aus einer Probe in eine pa- 
rallel str5mende PufferlSsung gezogen, Diese Technik ist auf 
Proben mit bestimmten Eigenschaf ten der Probenbestandteile be- 
schrankt. Sie ist ferner nachteilig, da die Partikel elektro- 
phoretisch an die KanalwSnde gezogen werden kOnnen, was insbe- 
sondere bei biologischen Materialien, z. B. Zellen unerwtinscht 
ist. 

Die elektrophoretische Ablenkung von Partikeln wird auch in DE 
41 27 405 beschrieben. Partikel werden in einer ruhenden Flus- 
sigkeit unter der Wirkung von elektrischen Wanderwellen bewegt. 
Wenn sie bei der Bewegung an Elektrophorese-Elektroden vorbei- 
treten^ erfolgt eine Trennung nach den elektrischen Eigenschaf- 
ten der Partikel. Es ergeben sich die gleichen Nachteile wie 
bei der o. g. WO 98/10267. 

Es ist auch bekannt^ dielektrophoretische und elektrophoreti- 
sche Feldwirkungen bei der Manipulation von Partikeln in flui- 
dischen Mikrosystemen zu kombinieren. GemSfi DE 195 00 683 wer- 
den fltissigkeitssuspendierte Partikel in einer Elektrodenanord- 
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nung gehaltert, die bei Beauf schlagung mit hochf requenten Wech- 
selspannungen durch negative Dielektrophorese einen geschlosse- 
nen Feldkafig (Potentialtopf ) bildet. Urn bei Prazisionsmessun- 
gen Positionsvariationen durch thermische StSBe zu korrigieren, 
warden Partikel im Feldkafig zus^tzlich elektrophoretisch ver- 
schoben. Die elektrophoretische Verschiebung erfolgt im Rahmen 
eines Regelkreises je nach den beispielsweise optisch festge- 
stellten Positionsvariationen des Partikels. Die in DE 195 00 
683 beschriebene Technik ist zur Partikeltrennung nicht geeig- 
net, da sie ein geschlossenes, stationSres Messsystem dar- 
stellt..Des Weiteren ist die Kombination von Dielektrophorese 
und Elektrophorese am geschlossenen Feldkafig auf relativ gro- 
&e, einzelne Partikel beschrankt. Nachteile kOnnen sich bei der 
Vermessung beispielsweise von MakromolekUlen ergeben, da bei 
diesen die Wirkung der negativen Dielektrophorese deutlich ge- 
ringer als die der Elektrophorese ist^ so dass es zu einer un- 
erwunschten Anlagerung der Makromolekule an den Elektroden kom- 
men kann. Partikelgruppen lassen sich mit dieser Technik nicht 
vermessen, da alle Partikel eine eigene Korrekturbewegung er- 
fordern. Eine Trennung von Partikeln ware auch durch einen Di- 
pol-Dipol~Ef fekt erschwert (siehe T. Schnelle et al. in "Natur- 
wissenschaften" Bd. 83, 1996, S. 172-176), durch den eine Teil- 
chenaggregation gefordert wird. 

Aus DE 198 59 459 ist auch die Kombination von Wechsel- und 
Gleichspannungen in fluidischen Mikrosystemen zur gezielten 
Zellfusion oder -poration bekannt. Bei dieser Technik ist die 
Wirkung der Gleichspannung auf die Fusion oder Poration be- 
schrankt, eine Partikeltrennung ist nicht vorgesehen. 

Aus der Publikation von S. Fiedler et al. in "TUial Chem. " Bd. 
67, 1995, S. 820-828, ist bekannt, durch eine ggf. gepulste 
Gleichspannungs-Ansteuerung von Mikroelektroden in wassrigen 
Elektrolytlosungen zeitliche oder lokale, mit Fluoreszenzf arb- 
stoffen nachweisbare pH-Gradienten zu generieren. 
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Ftir die pharmakologische, analytische und biotechnologische 
Forschung besteht nicht nur ein Interesse an einer Trennung von 
Partikelgemischen nach geometrischen (GrSBe, Form) oder elekt- 
rischen Eigenschaf ten (Dielektrizitatskonstante, LeitfShig- 
keit) , sondern auch nach anderen Parametern, wie z. B. Oberfia- 
chenladungen oder Ladungs-Voliamen-Verhaltnissen. Das Auftreten 
von Oberfiachenladungen wird beispielsweise von N. Arnold et 
al. in "J. Phys. Chem. " Bd. 91, 1987, S. 5093 - 5098, L. Gorre- 
Talini et al. in "Phys. Rev. E" Bd. 56, 1997, S. 2025-2034 und 
Maier et al. in "Biophysical J." Bd. 73, 1997, S. 1617-1626 be- 
schrieben. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, verbesserte Verfahren zur 
Trennung von Partikeln in FliissigkeitsstrSmungen in fluidischen 
Mikrosystemen bereitzustellen, mit denen die Nachteile herkSmm- 
licher Techniken vermieden werden. Erf indungsgeinafie Verfahren 
sollen sich insbesondere durch einen erweiterten Anwendungsbe- 
reich bei einer Vielzahl verschiedener Partikel und eine erhOh- 
te Zuveriassigkeit bei der Partikeltrennung auszeichnen. Die 
Aufgabe der Erfindung ist es auch, verbesserte Mikrosysteme zur 
Umsetzung derartiger Verfahren, insbesondere verbesserte mikro- 
fluidische Trenneinrichtungen bereitzustellen, die sich durch 
einen vereinf achten Aufbau, eine hohe Zuveriassigkeit , eine 
vereinfachte Steuerung und einen breiten Anwendungsbereich bei 
verschiedenartigen Partikeln auszeichnen. 

Diese Aufgaben werden durch Verfahren und Vorrichtungen mit den 
Merkmalen der Patentanspriiche 1 und 21 gelSst. Vorteilhafte 
Ausftihrungsfomen und Anwendungen der Erfindung ergeben sich 
aus den abhSngigen AnsprUchen. 

Die vorliegende Erfindung basiert verfahrens- und vorrichtungs- 
bezogen auf der allgemeinen technischen Lehre, mindestens ei- 
nen, in einer Flussigkeit suspendierten Partikel durch eine 
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kombinierte Austibung von Trennkraften, die einerseits fokussie- 
rende dielektrophoretische Trennkrafte und andererseits ablen- 
kende Trennkrafte^ wie zum Beispiel elektrophoretische Trenn- 
krafte umfassen^ im Zustand eines kontinuierlichen Flusses in- 
nerhalb der Fiassigkeit^ also relativ zur stromenden Fliissig- 
keit zu verschieben. Der mindestens eine Partikel kann wahrend 
des Vorbeitritts an mindestens einer Trenneinrichtung im flui- 
dischen Mikrosystem je nach seinen geometrischen, elektrischen, 
magnetischen oder davon abgeleiteten Eigenschaf ten in einen be- 
st immten Stromungsbereich gelenkt werden. Je nach Ausrichtung 
der ablenkenden Trennkrafte (Ablenkrichtung) relativ zur Bewe- 
gungsrichtung der FlUssigkeit (Strdmungsrichtung) kann der 
Stromungsbereich einen bestimmten StrSmungspf ad innerhalb des 
Stramungsquerschnittes der Flussigkeit oder einen in StrOmungs- 
richtung vorderen oder hinteren Abschnitt der Stromung umfas- 
sen. 

Die Bewegung des Partikels in einen bestimmten Stromungsbereich 
ermoglicht eine Trennung von Partikelgemischen wahrend des kon- 
tinuierlichen Flusses der Partikelsuspension zum Beispiel durch 
eine Gruppe von mehreren Elektroden, Die Trennwirkung basiert 
auf der spezifischen Reaktion verschiedener Partikel auf die 
verschiedenen ablenkenden und f okussierenden Feldwirkungen, Im 
Gegensatz zur Trennung an Feldbarrieren kann eine Trennstrecke 
durchlaufen werden, wodurch die Zuverlassigkeit der gezielten 
Bewegung einzelner Partikel zum Beispiel auf bestimmte, vor- 
zugsweise zwei StrOmungspf ade erhSht werden kann. Die Wirkung 
der elektrischen Felder kann durch Einstellung der Feldeigen- 
schaften (insbesondere Frequenz, Spannungsamplituden, Takt 
usw.) auf die Parameter der zu trennenden Partikel abgestimmt 
werden. Die Erfindung ermOglicht einen vereinf achten Aufbau der 
elektrophoretischen Trenneinrichtung, da keine Gele zur Einbet- 
tung von Elektrophorese-Elektroden oder besondere Kanalformen 
benOtigt werden. Des Weiteren kann eine Gasbildung durch geeig- 
nete Ansteuerung der Elektroden in Kombination mit der perma- 
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nenten StrSmung vermieden werden. Die Erfindung besitzt ferner 
Vorteile insbesondere in Bezug auf die Zuveriassigkeit und 
Trennsch^rfe bei der Partikeltrennung in verschiedene StrS- 
mungspfade und eine hohe Effektivitat und einen hohen Durchsatz 
der Trennung. 

Erf indungsgemalS wird eine Trennung von Parti keln in einem Koiti- 
partiment, insbesondere einem Kanal eines fluidischen Mikrosys- 
terns ^ durch das Partikel im suspendierten Zustand stromen^ wo- 
bei wenigstens ein Teil der Partikel oder Partikel von mindes- 
tens einem Typ unter der Wirkung eines ablenkenden Potentials 
aus der zu trennenden Probe in eine vorbestimmte Ablenkrichtung 
(erste Bezugsrichtung^ zum Beispiel z\am Rand des Kompartiments) 
bewegt werden, dahingehend weiterentwickelt, dass gleichzeitig 
Oder zeitlich und/oder raumlich alternierend unter der Wirkung 
eines entgegengesetzten Potentials durch Dielektrophorese, ins- 
besondere negative oder positive Dielektrophorese eine entge- 
gengesetzte Bewegung der Partikel (zweite Bezugsrichtung, zxxai 
Beispiel weg von den Wanden oder als Sammlung in der Kanalmit- 
te) erfolgt. Vorteilhafterweise erfahren Partikel mit verschie- 
denen elektrischen, magnetischen oder geometrischen Eigenschaf- 
ten die Potentialwirkungen als Trennkraf te in verschiedener 
Weise, so dass sich durch die kombinierte Ausiibung der Potenti- 
ale verschiedene effektive Krafte ( Potent ialminima) bilden, zu 
denen die Partikel wandern. Die Potentialminima sind z. B. im 
StrSmungsquerschnitt der Fltissigkeit beabstandet, so dass eine 
Trennung in der Strbmung auf verschiedene Stromungspf ade m6g- 
lich ist. Das f okussierende, dielektrophoretisch wirkende Po- 
tential ist vorzugsweise hin zur Kanalmitte wirkend gebildet. 
Wenn im Kanalquerschnitt die Elektroden im wesentlichen auf ei- 
ner Kreislinie angeordnet sind, kann das f okussierende Potenti- 
al in Bezug auf die Stromungsrichtung im Kanal vorteilhafter- 
weise radialsymmetrisch gebildet sein. 
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Die mit der erf indungsgemaiien Technik vorzugsweise voneinander 
getrennten Oder separierten Partikel lomfassen allgemein kolloi- 
dale Oder einzelne Partikel mit einem Durchitiesser von z. B. 1 
nm bis 100 lom. Es konnen synthetische Partikel (z. Latex- 
beads, superparamagnetische Partikel, Vesikeln) , biologische 
Partikel (z. B. Zellgruppen, Zellbestandteile, Zelltrummer , Or- 
ganellen, Viren) und/oder hybride Partikel, die aus syntheti- 
schen und biologischen, unterschiedlichen synthetischen oder 
unterschiedlichen biologischen Partikeln aufgebaut sind, den 
erf indungsgemafien Trennverf ahren unterzogen werden. 

Vorteilhafterweise hangt die elektrophoretische Beweglichkeit p 
(V = p • E) fur Zellen nicht nur von der Zusammensetzung des au- 
lieren Mediums, also der Suspensionsf lUssigkeit (insbesondere 
Leitfahigkeit, lonenzusammensetzung, z. B. Ca^'^'-Gehalt und pH- 
Wert), sondern auch vom Zelltyp ab, so dass sich mit der erf in- 
dungsgemaiien Technik innerhalb einer Zellgruppe verschiedene 
Zelltypen oder innerhalb von einer Zellgruppe gleicher Zellty- 
pen verschiedene Subtypen (z. B. Makrophagen, T-Lymphozyten, B- 
Lymphozyten) unterscheiden lassen. Die Unterscheidung der Sub- 
typen stellt einen besonderen Vorteil der Erfindung dar, da 
diese mit herkommlichen dielektrophoretischen Trennverf ahren 
nur schlecht unterscheidbar sind. Durch die Korabination einer 
dielektrophoretischen Fokussierung gemafi der Erfindung wird die 
Trennscharfe insbesondere fur Zellen von gleichem Typ erhoht. 

Wenn die zu trennenden Partikel eine Mischung aus biologischen 
Zellen und Zellbestandteilen, wie z. B. Zelltrummern umfasst, 
kann das Trennverf ahren vorteilhafterweise fur eine Reinigung 
einer Suspensionsprobe mit suspendiertem biologischem Material 
verwendet werden • Das Material, das bspw, nach einer Kultivie- 
rung inhomogen zusammengesetzt ist und bspw. vollstandige Zel- 
len, tote Zellen, lebende Zellen oder BruchstUcke von Zellen, 
wie z, B. Organellen, Zellreste oder Proteinklimipen umfasst, 
kann mit dem erf indungsgemafien Verf ahren gereinigt werden. Die 
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unerwiinschten Bruchstticke von Zellen kSnnen Uber bestimmte 
Stromungspfade aus dem Mikrosystem abgeftihrt werden. Ein 
nachteiliger Einfluss auf folgende Strukturelemente im Mikro- 
system, wie z. B. ein Verstopfen von KanSlen durch Zellbestand- 
teile kann vermieden werden. 

Vorteilhafterweise kann das ablenkende Potential durch elektri- 
sche, magnetische, optische, thermische und/oder mechanische 
KrSfte erzeugt und damit an die verschiedensten Anwendungen und 
Partikelarten angepasst werden. Mechanische Krafte umfassen zum 
Beispiel Krafte, die durch Schall, zusStzliche StrSmungen oder 
Massentragheit abertragen werden. Das ablenkende Potential kann 
insbesondere durch ein Gravitationsfeld gegeben sein, wobei er- 
findungsgemafi die Bewegung der Partikel im fokussierenden Po- 
tential (durch hochfrequente elektrische Felder) mit einer Se- 
dimentationsbewegung der Partikel aberlagert werden. 

Wenn gemaB einer bevorzugten Aus fdhrungs form der Erfindung die 
ablenkenden TrennkrSfte elektrische KrSfte umfassen, unter de- 
ren Wirkung die Partikel durch Elektrophorese aus der Fltissig- 
keit hin zu deren Rand gezogen werden, konnen sich Vorteile in 
Bezug auf das Trennergebnis ergeben. Die Kombination von 
Elektrophorese und Dielektrophorese zur Partikeltrennung kann 
insbesondere Vorteile bei der Trennung biologischer Materialien 
besitzen, die zum Beispiel je nach Material oder PartikelgroJie 
sehr verschieden auf Elektrophorese und Dielektrophorese rea- 
gieren und daher mit hoher Trennscharfe zu trennen sind. 

Vorteilhafterweise kOnnen die Gleichspannungsfelder ftir die 
elektrophoretische Parti kelbewegung gemSB einer weiteren Aus- 
ftihrungsform der Erfindung zusStzlich ftir eine elektrische Be- 
handlung der Partikel verwendet werden. Es ist bekannt, dass 
biologische Zellen in statischen elektrischen Feldern lysiert 
werden kSnnen. Die Lyse umfasst eine elektrisch induzierte Ver- 
anderung, zum Beispiel ZerstOrung der Zellen. Die Lyse dient 
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bspw. der Vorbereitung von Zellmaterial fttr PCR-Ver f ahren . Da 
die Wirkung der Lyse f eldstarkeabhangig ist, ist gemaB einer 
besonders bevorzugten Ausftihrungsf orm der Erfindung vorgesehen, 
dass bestiinmte Zellen aus eineiti Zellgemisch durch die E- 
lektrophorese in einen Stromungsbereich nahe den Elektroden ab- 
gelenkt werden, wo aufgrund des geringeren Abstandes von den 
Elektroden die Feldstarke hoher ist und damit die Lyse gleich- 
zeitig zum Vorgang der Partikeltrennung erfolgt. 

Die Trennscharfe kann weiterhin flexibel durch eine geeignete 
Wechselspannungs-Steiuerung eingestellt werden. Durch Anderung 
der Phasenlage von Feldern kann bei negativer Dielektrophorese 
das dielektrische Potential verschieden ausgeformt werden. Zu- 
satzlich kSnnen durch die Gleichspannungs-Ansteuerung pH- 
Profile aufgepragt werden, die das elektrophoretisch oder die- 
lektrisch wirksame Potential beeinf lussen. 

Bei der erf indungsgemSBen Kombination von Elektrophorese und 
Dielektrophorese kftnnen die Trenneinrichtungen zur Erzeugung 
der gegenlauf igen Potentiale vorteilhaf terweise durch eine ge- 
meinsame Einheit gebildet werden. Die Trenneinrichtung umfasst 
Elektroden, die an Wanden des Kanals angeordnet sind und die 
mit elektrischen Feldern zur Erzeugung der Dielektrophorese und 
der Elektrophorese beaufschlagt werden. Vorteile fur die Steue- 
rung der Trennung konnen sich insbesondere ergeben, wenn die 
elektrischen Felder hochf requente Wechselspannungsanteile und 
Gleichspannungsanteile urafassen, die gleichzeitig oder alter- 
nierend erzeugt werden. 

GemaB einer abgewandelten Variante der Erfindung konnen die ab- 
lenkenden Trennkrafte elektrische Krafte umfassen, die wie das 
fokussierende Potential durch hochf requente elektrische Felder 
erzeugt werden. Die Ablenkung kann somit ebenfalls durch geeig- 
nete gebildete dielektrophoretische Krafte erzeugt werden, in- 
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dem hochfrequente elektrische Signale, z. B. Sinus- oder Recht- 
ecksignale mit geeigneten Frequenzanteilen Oberlagert werden. 

GemaJi einer bevorzugten Ausftihrungsf orm der Erfindung kOnnen 
die ablenkenden und f okussierenden Potentiale zeitlich abwech- 
selnd in mindestens einem Abschnitt des Kanals gebildet werden. 
Im zeitlichen Mittel wirkt auf die Partikel effektiv ein Poten- 
tial, das der Superposition beider Potentiale entspricht. Vor- 
teilhafterweise kann damit die Ansteuerung der mindestens einen 
Trenneinrichtung vereinfacht werden, 

GemaJi einer weiteren bevorzugten Ausfahrungsf orm der Erfindung 
kOnnen die beiden Potentiale abwechselnd in verschiedenen, auf- 
einander folgenden Abschnitten des Kanals erzeugt werden. Vor- 
teilhafterweise kann damit der Aufbau des Mikrosystems verein- 
facht werden. 

Besonders vorteilhaft fur die Erhaltung des Trennergebnisses 
kann es sein, wenn die Strdmungspf ade in weitere,. getrennte 
Kompartimente des Mikrosystems mtinden. Wenn die getrennten 
Fraktionen in die sich anschlielienden Kompartimente eingestrOmt 
sind, ist eine nachtragliche Durchmischung ausgeschlossen. Be- 
sonders wirksam kann diese Trennung der Fraktionen sein^ wenn 
die Kompartimente durch Kanalwande oder elektrische Feldbarrie- 
ren voneinander getrennt werden. 

GemSB einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung kann vorge- 
sehen sein, dass in den Kompartimenten eine weitere Trennung 
nach dem erf indungsgemSBen Prinzip, zum Beispiel eine kombi- 
nierte AusUbung von elektrophoretischer und dielektrophoreti- 
scher Feldwirkung erfolgt. Damit k5nnen vorteilhafterweise hie- 
rarchische Trennprinzipien mit einer Trennung in Grob- und 
nachfolgend in Feinf raktionen realisiert werden. Die Abfolge 
mehrerer TrennvorgSnge nach Art einer Kaskade in verschiedene 
Fraktionen ist allerdings nicht zwingend an die Bereitstellung 
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der getrennten Kompartimente gebunden. Vielmehr ist die Reali- 
sierung der Trennkaskade mit StrOmungspf aden in einem gemeinsa- 
men, geniigend breiten Kanal des Mikrosystems rnGglich, 

Gemafi einer Abwandlung der Erfindung kann die Str5mung im Mik- 
rosystem so gelenkt werden, dass Partikel mehrfach eine Trenn- 
stufe durchlaufen, so dass vorteilhaf terweise das Trennergebnis 
noch verbessert werden kann. 

Weitere Vorteile der Erfindung konnen sich ergeben, wenn nach 
der Trennung (Ablenkung in verschiedene StrOmungsbereiche) eine 
Detektion in den Stromungsbereichen zur OberprUfung des Trenn- 
ergebnisses erfolgt. Die Detektion umfasst bspw. eine an sich 
bekannte optische Messung (Fluoreszenzmessung oder Durchlicht- 
messung) oder eine an sich bekannte Impedanzmessung. 

Vorteilhaf terweise k5nnen in Abhangigkeit vom Messergebnis, z. 
B. in Abhangigkeit von der Trennqualitat oder auftretenden 
Fehltrennungen die Steuerparameter der ablenkenden und fokus- 
sierenden Potentiale so verstellt werden^ dass sich die Trenn- 
wirkung verbessert • 

Die Wirksamkeit der erf indungsgemaUen Trennung kann vorteil- 
hafterweise erh5ht werden, wenn die Partikel zuerst an einem 
dielektrophoretischen oder hydrodynamischen Auf reihelement vor- 
beitreten. An dieseia werden einzelne Partikel oder eine Gruppe 
von Partikeln auf einem bestimmten StrOmungspf ad aufgereiht, 
auf dem sie an den Trenneinrichtungen, z\am Beispiel den Elekt- 
roden zur AusUbung der Dielektrophorese und Elektrophorese vor- 
beitreten. 

Wenn gemafi einer weiteren Variante der Erfindung im Kanal des 
Mikrosystems, in dem die Partikeltrennung erfolgt, ein pH- 
Gradient erzeugt wird, kSnnen sich Vorteile far die Trennwir- 
kung ergeben. Durch den pH-Gradienten wird die Wirkung des ab- 



wo 2004/082840 PCT/EP2004/002774 

13 

lenkenden Potentials, wie z. B. die elektrophoretische Zellpar- 
tikelbewegung ortsabhangig. Dies ermoglicht eine Partikelablen- 
kung in verschiedene Stramungspf ade in AbhSngigkeit von der 
Partikelposition entlang der Stromungsrichtung durch den Kanal. 
Vorteilhafterweise ergibt sich ein besonders einfacher Aufbau 
des Mikrosystems, wenn der pH-Gradient elektrochemisch unter 
Verwendung der Elektroden erzeugt wird, die auch zur Bildung 
des Gleichspannungsfeldes fur die Elektrophorese verwendet wer- 
den. 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, dass die Par- 
tikeltrennung gleichzeitig in mehreren Raiimrichtungen erfolgen 
kann. Erf indungsgemaii k5nnen mehrere ablenkende Potentiale mit 
verschiedenen Wirkrichtungen mit dem fokussierendem Potential, 
das dann vorzugsweise hin zur Kanalmitte wirkend gebildet ist, 
erzeugt werden, urn die zu trennenden Partikel gleichzeitig in 
Bezug auf zwei verschiedene Merkitiale, wie z, B. dielektrische 
und magnetische Eigenschaf ten zu trennen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein fluidisches Mik- 
rosystem, das zur Uitisetzung der erf indungsgemaJien Verfahren 
eingerichtet ist und insbesondere mindestens eine Trenneinrich- 
tung zur Ausiibung f okussierender dielektrophoretischer Trenn- 
kr^fte und ablenkender Trennkrafte umfasst. Ein fluidisches 
Mikrosystem mit mindestens einem Kompartiment , zum Beispiel Ka- 
nal zur Aufnahme einer stromenden FlUssigkeit mit suspendierten 
Partikeln und einer ersten Trenneinrichtung zur Erzeugung eines 
ablenkenden, die Partikel in die erste Bezugsrichtung, zum Bei- 
spiel aus der Mitte der StrOmung ziehenden Potentials wird ins- 
besondere mit einer zweiten Trenneinrichtung ausgestattet, die 
zur Erzeugung mindestens eines f okussierenden, entgegengesetz- 
ten Potentials eingerichtet ist, Unter der Wirkung von hochfre- 
quenten elektrischen Feldern werden die Partikel mit der zwei- 
ten Trenneinrichtung durch Dielektrophorese von den seitlichen 
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Wanden des Kanals und/oder darauf ' angeordneten Elektroden Oder 
anderen Teilen von Trenneinrichtungen abgestoBen. 

GemSB einer bevorzugten Ausfuhrungsf onti der Erfindung ist die 
erste Trenneinrichtung zur Erzeugung elektrischer , magneti- 
scher, optischer und/oder mechanischer Krafte eingerichtet . Sie 
umfasst beispielsweise eine Elektrodeneinrichtung mit Elektro- 
den Oder Elektrodenabschnitten und bildet in diesem Fall mit 
der zweiten Trenneinrichtiang eine gemeinsame Ablenkeinheit . Al- 
ternativ umfasst die erste Trenneinrichtung eine Magnetf eldein- 
richtung, einen Laser oder eine Ultraschallquelle. Diese Kompo- 
nenten werden erf indungsgemSB erstmalig zur Trennung strSmender 
Partikel mit einer dielektrophoretischen Manipulation kombi- 
niert. 

Wenn die Trenneinrichtungen eine gemeinsame Ablenkeinheit bil- 
den, ergibt sich vorteilhaf terweise ein vereinf achter Aufbau 
des Mikrosystems. Die Ablenkeinheit umfasst vorzugsweise Elekt- 
roden, die wie an sich bekannte Mikroelektroden in fluidischen 
Mikrosystemen aufgebaut sind. Die Elektroden kOnnen zeitlich 
abwechselnd ansteuerbar sein. 

Die Elektroden zur kombinierten Dielektrophorese und Elektro- 
phorese sind vorzugsweise an Innenseiten der wande des Kompar- 
timents angeordnet. Bei dieser Gestaltung kSnnen sich Vorteile 
in Bezug auf die EffektivitSt der Feldwirkung ergeben. 

Da die Trenneinrichtungen gleichzeitig oder zeitlich und/oder 
raumlich alternierend wirken kOnnen, so dass Partikel je nach 
den im zeitlichen Mittel wirkenden, effektiven Potentialen auf 
verschiedene Str5mungspf ade gelenkt werden, ist es vorteilhaf- 
terweise mSglich, dass die ersten und zweiten Trenneinrichtun- 
gen getrennt in verschiedenen, aufeinander folgenden Abschnit- 
ten des Kompartiments angeordnet sind. Die Trenneinrichtungen 
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umfassen beispielsweise Elektrodenabschnitte, die jeweils zur 
Dielektrophorese Oder Elektrophorese ansteuerbar sind. 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden im Fol- 
genden unter Bezug auf die beigefOgten Zeichnungen beschrieben. 
Es zeigen: 

Figur 1: eine schematische Draufsicht auf eine erste Ausflih- 
rungsform eines erf indungsgemSfien Mikrosystems (Aus- 
schnitt) , 

Figur 2: eine Querschnittansicht des Mikrosystems gemSli Figur 
1 entlang der Linie II-II, 

Figur 3: eine Querschnittansicht des Mikrosystems mit schema- 
tisch illustrierten PotentialverhSltnissen, 

Figuren 4 bis 7: schematische Draufsichten auf weitere Aus- 
fUhrungsformen erf indungsgemSfier Mikrosysteme (Aus- 
schnitt) , und 

Figur 8: eine schematische Querschnittsansicht einer Elektro- 
denanordnung zur Illustration einer Ausf tlhrungsf orm 
der Erfindung, bei der mehrere ablenkende Potentiale 
erzeugt werden, 

Figur 9: eine Kurvendarstellung zur Erkiarung der Erzeugung 
eines ablenkenden Potentials durch die Oberlagerung 
dielektrophoretischer KrSfte, 



Figuren lOA, B: schematische Illustrationen herkdmmlicher 

Mikrosysteme mit einer dielektrophoretischen (A) und 
einer elektrophoretischen (B) Trennung. 
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Die Erf indung wird im Folgenden unter Bezug auf die Trennung 
von Partikeln im Kanal eines f luidischen Mikrosystems beschrie- 
ben. Fluidische Mikrosysteme sind an sich bekannt und werden 
daher mit weiteren Einzelheiten nicht beschrieben. Die Umset- 
zung der Erfindung ist nicht auf die illustrierten Kanalstruk- 
turen zum Beispiel in Chipstrukturen oder in Hohlfasern be- 
schrankt, sondern allgemein auch in anders geformten Komparti- 
menten realisierbar . 

Die erfindungsgemSBe Kombination von f okussierenden und ablen- 
kenden Kraften, deren Oberlagerung ftir die zu trennenden Parti- 
kel je nach den Partikeleigenschaften zu verschiedenen Gleich- 
gewichtslagen (Strdmungspf ade- oder abschnitte) in der Fltissig- 
keitsstrOmung fahren, mit zwei Trenneinrichtungen oder einer 
kombiniert wirkenden Trenneinrichtung wird unter Bezug auf das 
bevorzugte Ausftihrungsbeispiel einer Kombination von Die- 
lektrophorese und Elektrophorese beschrieben. Wenn die ablen- 
kende Kraft wenigstens eine Vektorkomponente in einer Bezugs- 
richtung (Ablenkrichtung) senkrecht zur Richtung der Flussig- 
keitsbewegung im Kanal besitzt, so wirkt die Dielektrophorese 
von den Wanden des Kanals hin in das Innere des Stromungsquer- 
schnitts der stromenden Flussigkeit f okussierend^ wahrend die 
Elektrophorese umgekehrt zum SuBeren Rand des Stromungsprof ils^ 
insbesondere zu Elektroden an den Wanden hin lenkend wirkt. 
Analog zu den im folgenden erlauterten Prinzipien konnen andere 
ablenkende KrSfte verwendet werden. Wenn die ablenkende Kraft 
hingegen parallel zur Richtung der Fiassigkeitsstromung ver- 
lauft, wirkt die Dielektrophorese entlang der Fiassigkeitsstro- 
mung fokussierend, wobei durch eine Modulation der die- 
lektrophoretischen Wirkung die Partikel im Elektrophoresef eld 
verschieden schnell bewegt werden. 

Die Figuren 1 und 2 zeigen ausschnittsweise ein erf indungsgema- 
lies fluidisches Mikrosystem 100 in vergrOBerter schematischer 
Draufsicht und Querschnittsansicht . Das Mikrosystem 100 enthait 
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einen Kanal 30, der durch die seitlichen KanalwSnde 31, 32, den 
Kanalboden 33 (Draufsicht in Fig. 1) und die Deckflache 34 be- 
grenzt wird. Auf deiti Kanalboden 33 und der Deckflache 34 sind 
als Trenneinrichtung Elektroden 40 gebildet. Des weiteren sind 
Trichterelektroden 51, 52 eines dielektrischen Auf reihelements 
50 vorgesehen. Der Aufbau des Mikrosystems 100 und die Ausbil- 
dung der Elektroden sowie deren elektrischer Anschluss sind an 
sich aus der Mikrosystemtechnik bekannt. Der Kanal besitzt bei- 
spielsweise eine Breite von rd. 400 ]3m und eine Hohe von rd. 40 
pm (diese Verhaitnisse sind in den Figuren nicht raaJistablich 
dargestellt) . Der laterale Elektrodenabstand in den Ebenen des 
Kanalbodens 33 und der Deckflache 34 betragt bieispielsweise 70 
Ijm, wahrend der senkrechte Abstand der einander gegentiberlie- 
genden Elektroden entsprechend der Kanalhahe rd. 40 \m betragt. 

Die Elektroden 40 umfassen gerade Elektrodenstreifen, die sich 
in Langsrichtung des Kanals 30, d.h. in StrSmungsrichtung durch 
den Kanal erstrecken. Die Elektroden 40 sind in einzelne Elekt- 
rodensegmente 41, 42, ... unterteilt. Jewells eine Gruppe von 
Elektrodensegmenten bildet einen Elektrodenabschnitt, der sepa- 
rat ansteuerbar ist. Jedes Segment besitzt eine Breite von rund 
50 pm und in StrSmungsrichtung eine Lange von z. B. 1000 ]mi. 
Jeder Elektrodenabschnitt ist itiit einer Steuerungseinrichtung 
70 verbunden (hier nur fUr die Elektroden 41, 42 gezeigt) . 

Die Steuerungseinrichtung 70 ist zur Beauf schlagung der Elekt- 
roden 40 mit Spannungen derart eingerichtet, dass die vorbei- 
strOmenden Partikel in einem Elektrodenabschnitt (zum Beispiel 
45-48, siehe Figur 2) einer AbstoBung von den Elektroden mit- 
tels negativer Dielektrophorese und/oder einer elektrophoreti- 
schen Driftbewegung senkrecht zur StrSmungsrichtung ausgesetzt 
werden. Die Steuerungseinrichtung enthait einen Wechselspan- 
nungsgenerator 71 und/oder einen Gleichspannungsgenerator 72, 
die mit den Elektroden verbunden sind. Der Wechselspannungsge- 
nerator 71 kann mit einer Stelleinrichtung ausgestattet sein, 
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mit der die Amplituden von hochf requenten Wechselspannungen an 
den Elektroden eingestellt warden konnen. 

Zur Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahrens str6mt die 
Suspensionsfliissigkeit 10 (Tragerf liissigkeit ) mit Partikeln 20 
durch den Kanal 30. Die Stromungsgeschwindigkeit der Suspensi- 
onsfliissigkeit 10, die mit einer Spritzenpumpe eingestellt wer- 
den kann, betrSgt z. B. 300 \xm/s. Zuerst erfolgt vorzugsweise 
eine Aufreihung der Partikel 20 mit dem dielektrischen Aufreih- 
element 50. Die Trichterelektroden 51, 52 werden beispielsweise 
mit einer hochf requenten Wechselspannung (f = 2 MHz, U == 20 Vpp) 
betrieben, urn die Partikel 20 auf einen Stramungspf ad 11 in der 
Mitte des Kanals 30 zu fokussieren. Alternativ kann ein hydro- 
dynamisches Auf reihelement vorgesehen sein, bei dem mit zusatz- 
lichen HtillstrSmen die Partikel 20 fokussiert werden. 

Nach der Aufreihung der Partikel gelangen diese in den Bereich 
der Elektroden 40. Diese werden beispielsweise alternierend mit 
einer Wechselspannung und einer Gleichspannung mit einer Takt- 
frequenz im Bereich von 1 bis 10 Hz angesteuert (Wechselspan- 
nung: f = 2.5 MHz, U = 20 Vpp, Gleichspannung U = 50 V, Dauer t 
= 80 ps) . Durch Abgleichung der Spannungs- und Frequenzparame- 
ter der hochf requenten Wechselspannung an die Stromungsge- 
schwindigkeit und die Einstellung der Gleichspannungsparameter 
(Impulszeit, Spannung und Taktf requenz) lassen sich die kleine- 
ren Partikel innerhalb von wenigen Sekunden urn einige 10 ]am aus 
dem ursprtinglichen StrOmungspf ad 11 in einen benachbarten Stro- 
mungspfad 12 (siehe Figur 2) herausziehen, wShrend die grOIieren 
Partikel im ursprtinglichen StrSmungspfad 11 verbleiben. 

Die auf die Partikel wirkenden Potentiale sind schematisch in 
Figur 3 illustriert. Zur Elektrophorese wird ein Gleichspan- 
nungsfeld erzeugt, das ein quer ziom StrSmungsquerschnitt abfal- 
lendes Potential PI erzeugt. Partikel erfahren im Potential PI 
eine nach aulien gerichtete Kraft (ablenkendes Potential, Ab- 
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lenkrichtung quer zur StrSmungsrichtung) . Die Hochf requenzan- 
steuerung der Elektroden generiert einen entgegengesetzten, 
nach innen gerichteteri/ f okussierenden Potentialverlauf P2a 
Oder P2b. Die negative Dielektrophorese basiert auf einer Par- 
tikelpolarisation, die sich bei den grolien Partikeln starker 
auswirkt als bei den kleinen Partikeln. Im Hochf requenzf eld er- 
fahren daher die grolien Partikel 21 das Potential P2a und die 
kleinen Partikel 22 das flachere Potential P2b. Die Oberlage- 
rung der beiden Falle mit dem f okussierenden Potential PI er- 
gibt die effektiven Potentiale Pa^ Pb entsprechend den durchge- 
zogenen Linien. wahrend das tiefe Potential P2a durch die 
Elektrophorese kaum verSndert wird^ ergibt sich ftir das flache 
Potential P2b eine Verschiebung des Potentialminimums aus der 
Kanalmitte nach auBen. FUr die grofien Partikel sind die die- 
lektrophoretischen^ f okussierenden KrSfte so groB^ dass sie die 
elektrophoretische Auslenkung jeweils kompensieren, wShrend 
dies bei den kleinen Partikeln 21 nicht der Fall ist. Entspre- 
chend bilden sich die getrennten StrSmungspf ade 11^ 12 aus. In 
den StrSmungspf aden 11, 12 k5nnen verschiedene Stromungsge- 
schwindigkeiten gegeben sein. Mit einer laminaren Str5mung im 
Kanal ist die Stromungsgeschwindigkeit nahe der Kanalwand bei- 
spielsweise geringer als in der Mitte des Kanals. Erf indungsge- 
mafi konnen Partikel unterschiedlicher Eigenschaf ten somit in 
Bereiche mit verschiedenen Stromungsgeschwindigkeiten fokus- 
siert werden, was die Trennscharfe verbessern kann, 

Analoge Ef fekte ergeben sich bei Partikeln mit verschiedenen 
relativen Dielektrizitatskonstanten oder mit verschiedenen Net- 
toladungen, zum Beispiel Oberf lachenladungen. 

Experimentell wurde die Trennung mit einem Gemisch aus Parti- 
keln 20 gezeigt, die kleinere Partikel 21 mit einem Durchmesser 
von 1 ]m ("Fluospheres"-Sulfatmikrospharen, Molecular Probes) 
und groJiere Partikel 22 mit einem Durchmesser von 4*5 iim (Poly- 
beadpolystyren, 17135, Polysciences) umfassen. Als Suspensions- 
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f Itissigkeit wurde die Cytoconlosung I (Evotech Technologies 
GmbH, Hamburg, Deutschland) verwendet. Da die negative Die- 
lektrophorese auf die kleinen Partikel erheblich schwacher 
wirkt als auf die grofien Partikel, kSnnen die kleinen Partikel 
durch die elektrophoretische Kraft aus dem mittleren Stromungs- 
pfad 11 herausgezogen werden. 



Die Elektrodenansteuerung erfolgt beispielsweise nach dem fol- 
genden Schema: 
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Alternativ kann die Elektrodenansteuerung beispielsweise nach 
dem folgenden Schema (rotierendes elektrisches Feld) erfolgen: 
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Zur Illustration der erf indungsgemSBen Kombination der Die- 
lektrophorese mit anderen ablenkenden Kraften zeigt Figur 1 
schematisch eine Trenneinrichtung 4 OA (gestrichelt gezeichnet) 
Die in oder auBerhalb der Kanalwand vorgesehene Trenneinrich- 
tung 4 OA ist ziun Beispiel eine Magnet einrichtung zur Austibung 
magnet ischer Krafte, eine Lasereinrichtung zur Austibung opti- 
scher KrSfte analog zum Prinzip des Laser-Tweezers oder eine 
Schallquelle zur Austibung mechanischer KrSfte z. B. durch Ult- 
raschall . 
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Figur 4 zeigt Merlotiale von abgewandelten Ausftihrungsf ormen der 
Erfindung. Abweichend von Figur 1 kann vorgesehen sein, dass 
auch der StrSmungspf ad 11 von der Mitte des Kanals 30 nach au- 
lien verlagert wird, in dem das Potent ialminimum der Die- 
lektrophorese durch entsprechende asymmetrische Ansteuerung der 
Elektroden 40 verschoben wird. Des weiteren kann vorgesehen 
sein, dass die StrSmungspf ade 11, 12 in getrennte Kompartimente 
35, 36 des Kanals 30 munden, die durch Kanalwande oder (wie il- 
lustriert) durch eine elektrische Feldbarriere voneinander ge- 
trennt sind. Die elektrische Feldbarriere wird durch mindestens 
eine Barriere an der Elektrode 60 erzeugt^ die sich in Kanal- 
richtung erstreckt. 

Bei der in Figur 5 illustrierten Ausftihrungsf orm befinden sich 
in einem Kanal 30 seitlich an den Kanalwanden 31, 32 und/oder 
auf der Bodenflache 33 Elektroden 41, 42 zur Elektrophorese und 
zentral mindestens eine Elektrode 43 zur Dielektrophorese . Die 
Elektrode 43 ist in an sich bekannter Weise mit einer elekt- 
risch isolierenden Passivierungsschicht 43a versehen* Die Pas- 
sivierungsschicht 43a hat zwei Funktionen. Erstens verhindert 
sie einen Feldverlust des Gleichstromf eldes ftir die Elektropho- 
rese, zweitens verhindert sie ein permanentes Anlagern und da- 
mit ggf . verbundenes Denaturieren von Partikeln oder elektro- 
chemische Reaktionen an den Elektroden ♦ Die Elektroden 41, 42 
und 43 sind jeweils mit einer Gleichspannungsquelle und einer 
We ch s e 1 spannungs que lie verbunden • 

Optional kann der Kanalrand durch porose Mater ialien (z. B. 
Hohlfasern) realisiert werden. Damit ist es m5glich, zusatzli- 
che externe chemische Gradienten aufzuprSgen (z.B. ein pH- 
Profil) . Des Weiteren kOnnen die mindestens eine Elektrode 43 
und die Elektroden 41, 42 zur Elektrophorese in StrSmungsrich- 
tung versetzt angeordnet sein. 
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Zur Parti keltrennung werden eingesptilte Mikroobjekte (zum Bei- 
spiel Makromolektile) durch positive Dielektrophorese zu der 
zentralen Elektrode 43 gezogen. Simultan oder bei wechselweiser 
Ansteuerung der Elektroden werden die Mikroobjekte durch 
Elektrophorese ziim Rand des Kanals 30 gezogen. Die Trennung ba- 
siert auf den oben beschriebenen Prinzipien einer verschieden 
starken Auswirkung der Kombination von Dielektrophorese und 
Elektrophorese auf die verschiedenen Partikel. 

Alternativ kann mit der Anordnung gemafi Figur 5 die folgende 
Prozedur realisiert werden. Durch Dielektrophorese werden die 
Partikel zunSchst an der zentralen Elektrode 43 gesammelt. An- 
schlieBend wird die laterale Stromung 10 durch den Kanal 30 ge- 
stoppt und eine Trennung der Mikroobjekte tiber Elektrophorese 
durchgef (ihrt . Nach der elektrophoretischen Trennung in ver- 
schiedene Str5mungspf ade wird die Stromung 10 fortgesetzt, Der 
wesentliche Vorteil der erf indungsgemaB wShrend der Elektropho- 
rese optional vorgesehen Unterbrechung des StrOmungstransports 
durch den Kanal besteht darin, dass eine erhShte Trennscharfe 
der Elektrophorese durch die vorher definierten Startbedingun- 
gen erreicht werden kann. 

Wenn mehrere, ggf- passivierte Elektroden 43.1 bis 43.5 zur 
Dielektrophorese vorgesehen sind, ergibt sich der in Figur 6 
gezeigte Aufbau. Im Kanal 30 befinden sich dreidimensional an- 
geordnet an den Seitenwanden die Elektroden 41, 42 fUr die 
Elektrophorese und auf der Bodenflache die Elektroden 43.1 bis 
43.5 zur Dielektrophorese (elektrische Zuftihrungen nicht darge- 
stellt) . Auf der DeckflSche (nicht dargestellt) befinden sich 
Dielektrophorese-Elektroden in gleicher Zahl und Anordnung wie 
die Elektroden 43.1 bis 43.5. Die Elektroden 43.1 bis 43.5 wer- 
den mit Signalen beauf schlagt, die zwischen benachbarten Elekt- 
roden {zura Beispiel 43.1, 43.2) \am 180** phasenverschoben sind 
und fur tibereinanderliegende Elektroden (zum Beispiel 43.1 und 
gegentiberliegende Elektrode auf der Deckfiache) phasengleich 
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sind. Die mit der Str5mung 10 eingespiilten Partikel 20 umfassen 
zum Beispiel zwei Typen, von denen ein Typ nicht durch Elektro- 
phorese angesprochen wird. Die Partikel 20 ordnen sich die- 
lektrophoretisch (negative Dielektrophorese) zunachst im Zwi- 
schenraum der ubereinander stehenden Elektroden an (in Aufsicht 
verdeckt) . Erst beim Passieren des elektrophoretischen Feldes 
werden die Partikel des einen Typs ausgelenkt^ wahrend der an- 
dere Typ unbeeinf lusst bleibt. 

Bei der Ausf tihrungsf orm gemaB Figur 7 sind ebenfalls viele^ 
ggf. passivierte Elektroden 43.1 bis 43.11 zur Dielektrophorese 
zwischen den Elektroden 41, 42 zur Elektrophorese angeordnet. 
Auf der DeckflSche (nicht dargestellt) befinden sich Die- 
lektrophorese-Elektroden in gleicher Zahl und Anordnung wie die 
Elektroden 43,1 bis 43.11. Das erste Dielektrophorese-Elektro- 
denpaar 43.1, 43.2 ist zur Erhohung der TrennschSrfe mit einem 
dielektrischen Auf reihelement 50 versehen. Im Unterschied zu 
den oben beschriebenen Ausf uhrungsf ormen ist in Figur 7 das 
Gleichspannungs-Elektrophoresef eld (Ablenkrichtung) parallel 
zur Stromungsrichtung der Fiassigkeit 10 (siehe Pfeil) durch 
das Kompartiment 30 ausgerichtet - 

Bei Ansteuerung des Dielektrophorese-Elektroden-Arrays mit 
180°"Phasenverschiebung zwischen benachbarten und gegenuberlie- 
genden Elektroden oder mit 90°-Phasenverschiebung ordnen sich 
die Partikel 20 zwischen den Elektroden an (negative Die- 
lektrophorese) . Die Dielektrophorese-Elektroden bilden ein pe- 
riodisches i. A. asymmetrisches moduliertes Potential, dem das 
Elektrophoresepotential zwischen den Elektroden 41, 42 viberla- 
gert wird. Die asymmetrische Modulation der Dielektrophorese- 
Felder bedeutet, dass zwischen benachbarten Elektrodenstreif en 
des Arrays 43.1 bis 43.11 wechselweise hShere oder geringere 
Feldstarken eingestellt sind. Das Elektrophoresepotential zwi- 
schen den Elektroden 41, 42 wird nicht zeitlich konstant gehal- 
ten, sondern periodisch oder zufailig geschaltet. Damit ISsst 
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sich eine hochempf indliche Auftrennung nach dem Prinzip der so- 
genannten Brown 'schen Ratsche ("Brownian ratchet" oder Rtittel- 
ratsche, siehe H. Linke et al. Physikalische Blatter Bd. 56, 
Nr. 5^ 2000, S. 45-47) realisieren. In der Brown' schen Ratsche 
hangt die Wandergeschwindigkeit von Partikeln durch Brown 'sche 
Bewegung stark von der PartikelgrSfie ab. Die Trennung erfolgt 
in verschiedene StrQmungsabschnitte in Stromungsrichtung je 
nach den verschiedenen Wandergeschwindigkeiten der Partikel. 
Ein besonderer Vorteil dieser Prozedur besteht darin, dass sich 
die Trennung uber mehrere einstellbare Parameter durch die 0- 
berlagerung der Brown' schen Bewegung, der Elektrophorese und 
der Dielektrophorese empfindlich steuern ISsst. Diese Ausfuh- 
rungsform der Erfindung ist besonders fur die Molekaiseparation 
geeignet (z.B. Trennung von DNS-Molektllen oder DNS -Fragment en, 
die in physiologischer Umgebung alle negativ geladen sind) . 

Bei Mischpopulation dif f erierender Ladungen {+/-) sollte der 
Eingangskanal mit dem Auf reihelement 50 mittig zum Array der 
Dielektrophorese-Elektroden liegen, damit Objekte unterschied- 
licher Ladung in elektrophoretisch in verschiedene Richtungen 
bewegt werden. In planaren Strukturen lassen sich ebenfalls 
asymmetrische Potential fur positive Dielektrophorese realisie- 
ren, z. B. durch Aufbringung asymmetrischer, also relativ zur 
Kanallangsrichtung ziom Beispiel verschieden dicker Passivie- 
rungsschichten . 

Figur 8 illustriert wie die Figur 2 eine Querschnittsansicht 
eines fluidischen Mikrosystems 100 mit vier Elektroden 45-48. 
Mit diesen Elektroden wird ein f okussierendes Potential er- 
zeugt, dessen Potentialminimxom in der Kanalmitte liegt. Gleich- 
zeitig wird analog zu Figur 3 ein erstes, in x-Richtung wirken- 
des elektrisches Potential ftir eine elektrophoretische Feldwir- 
kung und zusStzlich in y-Richtung ein Magnetfeldgradient zur 
Bildung eines zweiten ablenkenden Potentials erzeugt. Der Mag- 
netfeldgradient wird mit einem magnetf elder zeugenden Element 49 
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gebildet, das zvim Beispiel einen Permanentmagneten Oder einen 
von der Fltissigkeit isolierten, stromdurchf lossenen Leiter xam- 
fasst. Abweichend von der dargestellten AusfUhrungsf orm kann 
das magnetfelderzeugende Element mit einem Abstand vom Kanal 
angeordnet sein. 

Wahrend sich die Partikel in z-Richtung durch den Kanal bewe- 
gen, erfahren sie eine Ablenkung in beide x- und y-Raumrich- 
tungen, deren Starke von den dielektrischen und magnetischen 
Eigenschaften der zu trennenden Partikel abhangt. Diese Ausfiih- 
rungsform der Erfindung wird bspw. zur Trennung latexumhullter, 
superparamagnetischer Partikel mit dem Ziel der Gewinnung von 
Fraktionen mit hoher Monodispersitat angewendet. 

Die Kurvendarstellung in Figur 9 illustriert die auf das jewei- 
lige Voliamen normierte, dielektrophoretische Kraft fdieif die auf 
einen Partikel im Wechselfeld wirkt, in Abhangigkeit von der 
Frequenz des Wechself eldes. Die Simulationsergebnisse beziehen 
sich auf Latexbeads mit Durchmessern von 0^5 pm^ 1 iim, 2 pm und 
5 \mi (Kurven von oben) mit einer Leitf ahigkeit von 0.7 mS/m und 
DK = 3,5 in Wasser* Die symbolisch illustrierten Elektroden 
sind analog zu Figur 1 angeordnet und werden alternierend oder 
uberlagert mit einem Signal beauf schlagt , das Frequenzanteile 
unterhalb 100 kHz und oberhalb 1 MHz enthalt. Die nieder- und 
hoherfrequenten Signalanteile werden beispielsweise mit im 
zeitlichen quadratischen Mittel gleichen Amplituden^ jedoch 
verschiedenen, in den Bildeinschtiben illustrierten Phasenbezie- 
hungen erzeugt. Das hoherf requente Signal fokussiert die Parti- 
kel durch negative Dielektrophorese hin zur Kanalmitte. Das 
niederfrequente Signal hingegen wirkt in Abhangigkeit von der 
PartikelgrSBe durch positive oder negative Dielektrophorese, 
die sich mit der fokussierenden Wirkung des hoherfrequenten 
Signals Uberlagert. Die kleineren Partikel werden im Ergebnis 
nach links oben abgelenkt, wahrend die grdiieren Partikel (z. B. 
5 yim) sich auf einer Diagonallinie rechts unten sammeln. Ent- 
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sprechend gelangen Partikel mit unterschiedlichen Gr6Ben in 
verschiedene StrSmungspf ade' innerhalb der Strdmung durch den 
Kanal . 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Zeichnungen und An- 
sprUchen offenbarten Merkmalen der Erfindung k5nnen sowohl ein- 
zeln als auch in Kombination fiir die Verwirklichung der Erfin- 
dung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeutung sein. 



wo 2004/082840 



27 



PCT/EP2004/002774 



Patentanspruche 



1. Verfahren zur Trennung von Partikeln (20^ 21, 22) in einem 
Kompartiment (30) eines fluidischen Mikrosystems (100), mit 
den Schritten: 

- Bewegung einer Flussigkeit (10), in der Partikel (20, 21, 
22) suspendiert sind, mit einer vorbestimmten StrOniungsrich- 
tung durch das Kompartiment (30) , und 

- Erzeugung eines ablenkenden Potentials, in dem mindestens 
ein Teil der Partikel (20, 21, 22) relativ zur Fltissigkeit in 
eine Ablenkrichtung bewegt wird, 

gekennzexchne'b duroh die weiteren Schritte: 

- Erzeugung mindestens eines f okussierenden Potentials, so 
dass unter der Wirkung von hochf requenten elektrischen Feldern 
mindestens ein Teil der Partikel relativ zur Flussigkeit durch 
Dielektrophorese entgegengesetzt zur Ablenkrichtung bewegt 
wird, und 

- Lenkung von Partikeln mit verschiedenen elektrischen, magne- 
tischen oder geometrischen Eigenschaf ten in verschiedene Str6- 
mungsbereiche (11, 12) in der Flussigkeit. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Ablenkrichtung von 
der Str5mungsrichtung abweicht und eine Komponente quer zur 
StrSmungsrichtung aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem die Ablenkrichtung 
senkrecht zur StrOmungsrichtung hin zu mindestens einer der 
seitlichen WSnden des Kompartiment s verlSuft, das ablenkende 
Potential durch elektrische, magnetische, optische, thermische 
und/oder mechanische KrSfte erzeugt wird, und die StrSmungsbe- 
reiche Stromungspfade (11, 12) umfassen, die verschiedenen Po- 
tentialminima entsprechen, die ftlr die jeweiligen Partikel 
durch die Oberlagerung der ablenkenden und f okussierenden 
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Potentiale wShrend des Durchtritts durch das Kompartiment im 
zeitlichen Mittel gebildet werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem das ablenkende Potenti- 
al durch ein Gleichspannungsf eld gebildet wird;. unter dessen 
Wirkung die Partikel durch Elektrophorese zu mindestens einer 
der seitlichen Wande des Kompartiment s (30) gezogen werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, bei dem die Partikel biologi- 
sche Zellen umfassen, von denen zumindest ein Teil unter der 
Wirkung des Gleichspannungsf eldes lysiert werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die FlUssigkeit (10) 
eine Suspension biologischen Materials umfasst, das biologi- 
sche Zellen und Zellbestandteile enthSlt, wobei unter der Wir- 
kung des Gleichspannungsf eldes eine Trennung der Zellen von 
den Zellbestandteilen erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 4^ bei dem an wanden (31-34) des 
Kompartiments (30) Elektroden (40) angeordnet sind, die mit 
elektrischen Feldern zur Erzeugung der Dielektrophorese und 
der Elektrophorese beaufschlagt werden. 

8. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspru- 
che, bei dem die ablenkenden und f okussierenden Potentiale 
zeitlich abwechselnd in mindestens einem Abschnitt des Kompar- 
timents (30) Oder geometrisch abwechselnd in verschiedenen, 
aufeinander folgenden Abschnitt en des Kompartiments (30) er- 
zeugt werden. 

9. Verfahren nach den vorhergehenden Anspriichen 5 und 6, bei 
dem die elektrischen Felder hochf requente Wechselspannungsan- 
teile und Gleichspannungsanteile umfassen, die gleichzeitig 
Oder alternierend erzeugt werden. 
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10. Verfahren nach Anspruch 1 , bei dem mit einem Elektroden- 
Array (43-1 bis 43.11) zwischen den zwei Elektroden (41^ 42) 
sine Vielzahl f okussierender Potentiale erzeugt werden, wobei 
die Partikel je nach ihren elektrischen oder geometrischen Ei- 
genschaften auf die verschiedenen Stromungspf ade (11, 12) ge- 
lenkt werden. 

11. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspru- 
Che 2 bis 9, bei dem die Partikel (20, 21, 22) auf mindestens 
zwei getrenhte Str5mungspf ade (11, 12) gelenkt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, bei dem die mindestens zwei 
StrSmungspfade (11, 12) in weitere, getrennte Kompartimente 
(35, 36) des Mikrosystems (100) mtinden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, bei dem die mindestens zwei 
StrSmungspfade (11, 12) in getrennte Kompartimente (35, 36) 
des Mikrosystems (100) mtinden, die durch KompartimentwSnde o- 
der elektrische Barrieren (60) getrennt sind. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Ablenkrichtung pa- 
rallel zur Stromungsrichtung verlauft und mehrere fokussieren- 
de Potentiale erzeugt werden, die parallel zur Ablenkrichtung 
asymmetrisch moduliert sind und in denen die Partikel das ab- 
lenkende Potential verschieden schnell durchlaufen. 

15. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, bei dem die Partikel (20, 21, 22) vor den Elektroden an 
einem dielektrophoretischen oder hydrodynamischen Aufreihele- 
ment (50) vorbeistrOmen. 

16. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Ansprli- 
che, bei dem im Kanal (30) ein pH-Gradient erzeugt wird. 
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17. Verfahren nach Anspruch 16, bei dem der pH-Gradient durch 
elektrische Gleichspannungsfelder erzeugt wird, die zur 
elektrophoretischen Trennung der Partikel vorgesehen sind. 

18. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspru- 
che, bei dem nach der Lenkung der Partikel auf die verschiede- 
nen Stromungspf ade (11, 12) eine Detektion der Partikel er- 
folgt . 

19. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, bei dem das ablenkende und das fokussierende Potential 
durch mehrere iiberlagerte Wechselspannungen mit verschiedenen 
Frequenzen gebildet werden. 

20. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, bei dem mindestens zwei ablenkende Potent iale mit ver- 
schiedenen Ablenkrichtungen erzeugt werden. 

21. Fluidisches Mikrosystem, mit: 

- mindestens einem Kompartiment (30), das von einer Flussig- 
keit mit Partikeln (20, 21, 22) in einer vorbestimmten Stro- 
mungsrichtung durchstromt wird, und 

- einer ersten Trenneinrichtung zur Erzeugung eines ablenken- 
den Potentials, in dem die Partikel (20, 21, 22) in eine Ab- 
lenkrichtung bewegt werden, 

gekennzelchnet durch 

- eine zweite Trenneinrichtung mit Elektroden (40) zur Erzeu- 
gung mindestens eines f okussierenden Potentials, so dass die 
Partikel durch Dielektrophorese entgegengesetzt zur Ablenk- 
richtung bewegt werden. 

22. Mikrosystem nach Anspruch 21, bei dem die Ablenkrichtung 
von der StrSmungsrichtung abweicht. 
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23. Mikrosystem nach Anspruch 21 oder 22, bei dem die erste 
Trenneinrichtung zur Erzeugung elektrischer, magnetischer, op- 
tischer und/oder mechanischer Krafte eingerichtet ist. 

24. Mikrosystem nach Anspruch 23, bei dem die erste Trennein- 
richtung Elektrophorese-Elektroden, eine Magnetf eldeinrich- 
tung, einen Laser oder eine Ultraschallquelle umfasst. 

25. Mikrosystem nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
spruche 21 bis 24, bei dem die erst en und zweiten Trennein- 
richtungen getrennt in verschiedenen, aufeinander folgenden 
Abschnitten des Kompartiments (30) angeordnet sind. 

26. Mikrosystem nach Anspruch 21, 23 oder 25, bei dem die ers- 
ten und zweiten Trenneinrichtungen eine gemeinsame Ablenkein- 
heit bilden, die die Elektroden (40) umfasst • 

27. Mikrosystem nach Anspruch 26, bei dem die Ablenkeinheit 
zeitlich abwechselnd mit Wechsel- und Gleichspannungen ansteu- 
erbar ist. 

28. Mikrosystem nach Anspruch 24, bei dem zwischen den 
Elektrophorese-Elektroden (41, 42) ein Elektroden-Array (43.1 
bis 43.11) aus Elektrodenstreif en angeordnet ist, die einzeln 
mit hochf requenten Wechselspannungen ansteuerbar sind. 

29. Mikrosystem nach Anspruch 21, bei dem die Ablenkrichtung 
parallel zur Stromungsrichtung verlSuft. 

30. Mikrosystem nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprUche 21 bis 29, bei dem die Elektroden (40) an Innenseiten 
der wande des Kompartiments (30) angeordnet sind. 
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31. Mikrosystem nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprtiche 21 bis 30, bei dem das Kompartiment (30) in getrennte 
Kompartimente (35/ 36) des Mikrosystems (100) mtindet, 

32. Mikrosystem nach Anspruch 31, bei dem die Kompartimente 
(35, 36) des Mikrosystems (100) durch Kompartimentwande Oder 
elektrische Barrieren (60) getrennt sind. 

33. Mikrosystem nach mindestens einem der vorhergehenden An- 
sprtiche 21 bis 32, bei dem im Kompartiment (30) vor den Trenn- 
einrichtungen ein dielektrophoretisches oder hydrodynamisches 
Aufreihelement (50) angeordnet ist. 
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